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/ e r f a h r e n   zu r   H e r s t e l l u n g   e i n e s   i m m u n r e a k t i v e n   T r ä g e r m a t e r i a l s  

Eür  d i e   h e t e r o g e n e   i m m u n o l o g i s c h e   A n a l y s e  

Die  E r f i n d u n g   b e t r i f f t   e i n   T r a g e r m a t e r   l a l   t u r   a i e   n e t e r o g e n e   i m m u -  

n o l o g i s c h e   A n a l y s e ,   e i n   V e r f a h r e n   zu  s e i n e r   H e r s t e l l u n g   und  s e i n e  

V e r w e n d u n g .  

Durch   h e t e r o g e n e   i m m u n o l o g i s c h e   A n a l y s e   k ö n n e n   i m m u n o l o g i s c h   a k t i v e  

R e z e p t o r e n ,   wie  z.  B.  A n t i k ö r p e r ,   A n t i g e n e   o d e r   H a p t e n e ,   b e s t i m m t  

w e r d e n .   D e r a r t i g e   V e r f a h r e n   s i n d   dem  F a c h m a n n ,   b e i s p i e l s w e i s e   u n -  

t e r   den  B e z e i c h n u n g e n   k o m p e t i t i v e r   T e s t ,   J E M A - T e s t   o d e r   S a n d w i c h -  

T e s t   b e k a n n t .   D i e s e n   V e r f a h r e n   g e m e i n s a m   i s t ,   daß  e i n e r   der   R e a k -  

t i o n s p a r t n e r   n i c h t   a b w a s c h b a r   an  e i n   u n l ö s l i c h e s   T r ä g e r m a t e r i a l  

i m m o b i l i s i e r t   i s t .  

Die  F i x i e r u n g   e i n e s   R e z e p t o r s   an  e i n   u n l ö s l i c h e s   T r ä g e r m a t e r i a l  

kann  d u r c h   k o v a l e n t e   o d e r   a d s o r p t i v e   B i n d u n g   e r f o l g e n   ( M e t h o d s   i n  

E n z y m o l o g y ,   73b,   S.  203  -  244  ( 1 9 8 1 )   und  B . E . T .   Magg io   " E n z y m e  

I m m u n o a s s a y "   CAC  P r e s s ,   F l o r i d a   1980 ,   i n s b e s o n d e r e   d i e   S e i t e n   1 7 5  

-  1 7 8 ) .  

Sowohl   d i e   k o v a l e n t e   a l s   auch   d i e   a d s o r p t i v e   B i n d u n g   von  R e z e p t o -  

ren   an  d i e   F e s t p h a s e   h a t   s c h w e r w i e g e n d e   N a c h t e i l e .   Die  be i   de r   k o -  

v a l e n t e n   B i n d u n g   e r f o r d e r l i c h e   c h e m i s c h e   V e r ä n d e r u n g   am  R e z e p t o r  

b e w i r k t   in  v i e l e n   F ä l l e n   auch   e i n e   V e r ä n d e r u n g   de r   b i o l o g i s c h e n  

A k t i v i t ä t   des  R e z e p t o r s .   Ein  N a c h t e i l   de r   a d s o r p t i v e n   B i n d u n g   l i e g t  

d a r i n ,   daß  d i e   B e l a d u n g s d i c h t e   s e h r   g e r i n g   i s t   und  be im  W a s c h e n  

des   T r ä g e r m a t e r i a l s   d i e   D e s o r p t i o n   des   R e z e p t o r s   n i c h t   v o l l s t ä n d i g  

v e r h i n d e r t   w e r d e n   k a n n .  

E i n e   w e i t e r e   F i x i e r u n g s m e t h o d e   von  R e z e p t o r e n   au f   e i n   T r ä g e r m a -  

t e r i a l   i s t   d i e   I m m u n p r ä z i p i t a t - B i l d u n g   ( v g l .   z.  B.  PCT-WO  8 2 / 0 2 6 0 1  

und  U S - A - 3 , 8 8 8 , 6 2 9 )   .  H i e r b e i   w i r d   der   zu  i m m o b i l i s i e r e n d e   R e z e p t o r  

mi t   e i nem  p r ä z i p i t i e r e n d e n   P a r t n e r   au f   e i n e m   T r ä g e r m a t e r i a l   z u s a m -  

m e n g e b r a c h t   und  e i n e   I m m u n p r ä z i p i t a t i o n   d u r c h g e f ü h r t .   Z w i s c h e n   d e m  

R e z e p t o r   und  s e i n e m   i m m u n o l o g i s c h e n   P a r t n e r   b i l d e t   s i c h   be i   d e r e n  

P r ä z i p i t a t i o n   e i n   N e t z w e r k   a u s ,   w e l c h e s   in  das   I n n e r e   u n d / o d e r   d i e  
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O b e r f l ä c h e   des   T r ä g e r m a t e r i a l s   e i n g e b e t t e t   i s t   und  d u r c h   W a s c h e n  

n i c h t   mehr  a b g e l ö s t   w e r d e n   k a n n .   Dami t   w i r d   e i n e   hohe  B e l a d u n g s -  

d i c h . t e   ohne  c h e m i s c h e   M o d i f i k a t i o n   des   zu  i m m o b i l i s i e r e n d e n   R e z e p -  

t o r s   e r r e i c h t .  

Die  b e k a n n t e n   V e r f a h r e n   zur   I m m u n p r ä z i p i t a t i o n   h a b e n   j e d o c h   d e n  

N a c h t e i l ,   daß  h i e r b e i   de r   R e z e p t o r   u n g l e i c h m ä ß i g   übe r   das   T r ä g e r -  

m a t e r i a l   v e r t e i l t   w i r d .   D i e s e r   N a c h t e i l   i s t   b e s o n d e r s   dann   g r a v i e -  

r e n d ,   wenn  das   T r ä g e r m a t e r i a l   z.  B.  f ü r   Zwecke  de r   q u a n t i t a t i v e n  

A n a l y s e   n i e d r i g   k o n z e n t r i e r t e r   H a p t e n e   o d e r   P r o t e i n e   e i n g e s e t z t  

w e r d e n   s o l l .   D i e s e r   N a c h t e i l   kann  d u r c h   d i e   n i c h t   v o r v e r ö f -  

f e n t l i c h t e   d e u t s c h e   P a t e n t a n m e l d u n g   P  34  46  636,   d e r e n   I n h a l t   i n  

d i e   O f f e n b a r u n g   de r   v o r l i e g e n d e n   E r f i n d u n g   m i t e i n b e z o g e n   w i r d ,  

ü b e r w u n d e n   w e r d e n .  

In  der   P  34  46  636  i s t   e i n   V e r f a h r e n   zu r   H e r s t e l l u n g   e i n e s   i m m u n -  

r e a k t i v e n   p o r ö s e n   T r ä g e r m a t e r i a l s ,   d u r c h   A u f b r i n g u n g   von  je  e i n e r  

L ö s u n g   e i n e s   e r s t e n   P a r t n e r s   e i n e r   I m m u n r e a k t i o n   und  e i n e s   mi t   d i e -  

sem  p r ä z i p i t i e r e n d e n   z w e i t e n   P a r t n e r s   e i n e r   I m m u n r e a k t i o n ,   I n k u b a -  

t i o n   des   mi t   den  L ö s u n g e n   g e t r ä n k t e n   T r ä g e r m a t e r i a l s   zur   I m m u n p r ä -  

z i p i t a t i o n ,   g g f .   w a s c h e n   und  a n s c h l i e ß e n d   t r o c k n e n   des  i m p r ä g n i e r -  

t e n   T r ä g e r m a t e r i a l s ,   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  man  e i n e   L ö s u n g  

b e i d e r   P a r t n e r   der   I m m u n r e a k t i o n   h e r s t e l l t ,   w e l c h e   e i n e n   H e m m s t o f f  

f ü r   d i e   I m m u n p r ä z i p i t a t i o n   e n t h ä l t ,   das   T r ä g e r m a t e r i a l   mi t   d i e s e r  

L ö s u n g   i m p r ä g n i e r t   und  dann  d i e   I m m u n p r ä z i p i t a t i o n   d u r c h   E n t f e r n e n  

des   H e m m s t o f f s   o d e r   A u f h e b u n g   der   H e m m w i r k u n g   a u s l ö s t ,   b e s c h r i e b e n .  

Es  ha t   s i c h   j e d o c h   g e z e i g t ,   daß  b e i   V e r w e n d u n g   von  T r ä g e r m a t e r i a -  

l i e n ,   d i e   d u r c h   I m m u n p r ä z i p i t a t i o n   i m m o b i l i s i e r t e   R e z e p t o r e n   e n t -  

h a l t e n ,   in  v i e l e n   F ä l l e n   d i e   P r ä z i s i o n   und  d i e   L i n e a r i t ä t   der   E i c h -  

k u r v e   ( M e ß s i g n a l / K o n z e n t r a t i o n )   n i c h t   b e f r i e d i g e n d   s i n d .  

Die  A u f g a b e   de r   v o r l i e g e n d e n   E r f i n d u n g   b e s t e h t   d e m n a c h   d a r i n ,   e i n  

v e r b e s s e r t e s   T r ä g e r m a t e r i a l ,   w e l c h e s   e i n e n   i m m o b i l i s i e r t e n   R e z e p t o r  
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i m m u n o l o g i s c h e n   T e s t s   e i n e   v e r b e s s e r t e   P r ä z i s i o n   und  e i n e   h ö h e r e  

. i n e a r i t ä t   der   E i c h k u r v e   e r r e i c h t   w e r d e n   k ö n n e n .  

G e l ö s t   w i rd   d i e s e   A u f g a b e   e r f i n d u n g s g e m ä ß   d u r c h   e i n   V e r f a h r e n   z u r  

l e r s t e l l u n g   e i n e s   i m m u n r e a k t i v e n   p o r ö s e n   T r ä g e r m a t e r i a l s   fü r   d i e  

h e t e r o g e n e   i m m u n o l o g i s c h e   A n a l y s e   d u r c h   A u f b r i n g e n   von  je  e i n e r  

Lösung  e i n e s   R e z e p t o r s   und  e i n e s   d i e s e n   i m m u n o l o g i s c h   p r ä z i p i t i e -  

r e n d e n   P a r t n e r s   au f   e i n   T r ä g e r m a t e r i a l ,   I n k u b a t i o n   des   mi t   d i e s e n  

L ö s u n g e n   g e t r ä n k t e n   T r ä g e r m a t e r i a l s   zur   I m m u n p r ä z i p i t a t i o n ,   g g f .  

waschen   und  a n s c h l i e ß e n d   t r o c k n e n   des   i m p r ä g n i e r t e n   T r ä g e r m a t e r i -  

a l s ,   w e l c h e s   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t   i s t ,   daß  man  d i e   K o n z e n t r a t i o -  

nen  des  R e z e p t o r s   und  des   P a r t n e r s   so  w ä h l t ,   daß  b e i   der   I m p r ä g n i e -  

rung  i h r   m o l a r e s   V e r h ä l t n i s   g r ö ß e r   a l s   das   d u r c h   das   H e i d e l b e r g e r  

Maximum  d e f i n i e r t e   V e r h ä l t n i s   i s t .  

ü b e r r a s c h e n d e r w e i s e   h a t   s i c h   g e z e i g t ,   daß  das   V e r h ä l t n i s   von  R e z e p -  

to r   und  i m m u n p r ä z i p i t i e r e n d e m   P a r t n e r   e i n e n   w e s e n t l i c h e n   E i n f l u ß  

auf  d i e   P r ä z i s i o n   und  d i e   L i n e a r   i t ä t   de r   E i c h k u r v e   h a t .   B e s o n d e r s  

ü b e r r a s c h e n d   i s t   d a b e i ,   daß  mit   den  f ü r   d i e   I m m u n p r ä z i p i t a t i o n   g ü n -  

s t i g e n   K o n z e n t r a t i o n s v e r h ä l t n i s s e ,   wie  s i e   z.  B.  im  H e i d e l b e r g e r  

Maximum  v o r l i e g e n ,   n i c h t   d i e   o p t i m a l e   P r ä z i s i o n   und  L i n e a r i t ä t   d e r  

E i c h k u r v e   e r r e i c h t   w e r d e n .  

Die  m o l a r e n   K o n z e n t r a t i o n e n   des  R e z e p t o r s   und  des   i m m u n r e a k t i v e n  

P a r t n e r s   w e r d e n   so  g e w ä h l t ,   daß  i h r   V e r h ä l t n i s   g r ö ß e r   a l s   d a s  

d u r c h   das  H e i d e l b e r g e r   Maximum  d e f i n i e r t e   V e r h ä l t n i s   i s t .   Das  V e r -  

h ä l t n i s   des   H e i d e l b e r g e r   Maximums  l ä ß t   s i c h   d u r c h   T r ü b u n g s t e s t s  

l e i c h t   v o r h e r   f e s t l e g e n .   E i n e   e n t s p r e c h e n d e   T r ü b u n g s k u r v e   f i n d e t  

s i c h   b e i s p i e l s w e i s e   in  " M e t h o d s   in  I m m u n o l o g y   and  I m m u n o c h e m i s t r y   "  , 

Band  I I I ,   A c a d e m i c   P r e s s   1971 ,   K a p i t e l   13,  S e i t e   10.  Bei  der   E r -  

s t e l l u n g   e i n e r   s o l c h e n   Kurve   w i r d   d i e   T r ü b u n g   a u f g e t r a g e n ,   d i e   b e i  

k o n s t a n t e r   Menge  e i n e s   der   b e i d e n   R e a k t i o n s p a r t n e r   mi t   z u n e h m e n d e n  

Mengen  des   a n d e r e n   R e a k t i o n s p a r t n e r s   e r h a l t e n   w i r d .   Das  T r ü b u n g s -  

maximum  i s t   das   H e i d e l b e r g e r   M a x i m u m .  
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ü b l i c h e r w e i s e   l i e g t   das   H e i d e l b e r g e r   Maximum  f ü r   das   m o l a r e   V e r -  
h ä l t n i s   R e z e p t o r   zu  p r ä z i p i t i e r e n d e m   P a r t n e r   fü r   g e r e i n i g t e   E i n -  
s a t z s t o f f e   be i   ca .   1  :  3 , 5 .   Die  e r f i n d u n g s g e m ä ß   v o r t e i l h a f t e   W i r -  

kung  w i r d   dann   e r z i e l t ,   wenn  d i e s e s   V e r h ä l t n i s   g r ö ß e r   i s t .   B e v o r -  

z u g t   i s t   e s ,   e i n   V e r h ä l t n i s   von  g r ö ß e r   o d e r   g l e i c h   1  :  3  a n z u w e n -  
d e n .   B e s o n d e r s   b e v o r z u g t   i s t   e s ,   das   V e r h ä l t n i s   g r ö ß e r   a l s   1  :  2 , 5  
s o w i e   k l e i n e r   a l s   1  :  1  zu  w ä h l e n .  

R e z e p t o r   und  p r ä z i p i t i e r e n d e r   P a r t n e r   k ö n n e n   e n t w e d e r   s e q u e n z i e l l  
o d e r   s i m u l t a n   a u f   das   T r ä g e r m a t e r i a l   a u f g e b r a c h t   w e r d e n .   Bei   d e r  

s e q u e n z i e l l e n   M e t h o d e   w i r d   das   T r ä g e r m a t e r i a l   z u n ä c h s t   e n t w e d e r  
mi t   dem  R e z e p t o r   o d e r   dem  p r ä z i p i t i e r e n d e n   P a r t n e r   g e t r ä n k t   u n d  
a n s c h l i e ß e n d   de r   e n t s p r e c h e n d e   a n d e r e   P a r t n e r   a l s   L ö s u n g   z u g e g e b e n .  

B e v o r z u g t   w i r d   j e d o c h   d i e   I m p r ä g n i e r u n g   des   T r ä g e r m a t e r i a l s   s i m u l -  
t a n   d u r c h g e f ü h r t .   B e s o n d e r s   b e v o r z u g t   e r f o l g t   d i e   I m p r ä g n i e r u n g  
in  G e g e n w a r t   e i n e s   H e m m s t o f f e s ,   wie  in  P  34  46  636  b e s c h r i e b e n .  
H i e r b e i   w i r d   s o w o h l   das   " E i n - S c h r i t t - V e r f   a h r e n "   a l s   auch   d a s  

" Z w e i - S c h r i t t - V e r f a h r e n "   b e v o r z u g t .   Um  e i n e   V e r n e t z u n g   von  R e z e p t -  
t o r   und  i m m u n p r ä z i p i t i e r e n d e m   P a r t n e r   zu  e r r e i c h e n ,   m ü s s e n   b e i d e  

b z g l .   i h r e r   i m m u n o l o g i s c h e n   B i n d e f ä h i g k e i t   m i t e i n a n d e r   m i n d e s t e n s  
b i v a l e n t   s e i n .   B e i s p i e l s w e i s e   kann  e i n   I m m u n p r ä z i p i t a t   g e b i l d e t  
w e r d e n   z w i s c h e n   zwei   b i v a l e n t e n   A n t i k ö r p e r n   o d e r   A n t i k ö r p e r f r a g m e n -  
t e n ,   o d e r   e i n e m   A n t i k ö r p e r   und  e i n e m   h a p t e n i s i e r t e n   P r o t e i n .  

Als  R e z e p t o r e n   s i n d   d e m z u f o l g e   i m m u n o l o g i s c h   m i n d e s t e n s   b i v a l e n t e  
S u b s t a n z e n   g e e i g n e t ,   wie  z.  B.  A n t i k ö r p e r   und  d e r e n   b i v a l e n t e   F r a g -  
m e n t e ,   d i e   s o w o h l   m o n o k l o n a l   a l s   a u c h   p o l y k l o n a l   s e i n   können   u n d  
a n d e r e   P r o t e i n e .   E b e n s o   g e e i g n e t   s i n d   A n t i g e n e   o d e r   h a p t e n i s i e r t e  
P r o t e i n e .   Wenn  f ü r   e i n e   i m m u n o l o g i s c h e   B e s t i m m u n g   e in   i m m o b i l i s i e r -  
t e s   H a p t e n   v e r w e n d e t   w e r d e n   s o l l ,   so  w i r d   a l s   R e z e p t o r   b e v o r z u g t  
e i n   P o l y h a p t e n   e i n g e s e t z t .   D a b e i   s i n d   b e i s p i e l s w e i s e   m e h r e r e   H a p -  
t e n m o l e k ü l e ,   d i e   in  d i e s e m   F a l l   a u c h   m o n o v a l e n t   s e i n   k ö n n e n ,   a n  
e i n   b i -   o d e r   m u l t i v a l e n t e s   T r ä g e r p r o t e i n ,   wie  z.  B.  e i n e n   A n t i k ö r -  
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>er  ode r   S e r u m a l b u m i n ,   g e b u n d e n .   Dami t   kann   a l s o   auch   f ü r   m o n o v a -  

. e n t e   H a p t e n e   e i n e   I m m u n p r ä z i p i t a t i o n   e r r e i c h t   w e r d e n .  

)er  i m m u n p r ä z i p i t i e r e n d e   P a r t n e r   der   R e a k t i o n   muß  e n t s p r e c h e n d   dem 

l e z e p t o r   a u s g e w ä h l t   w e r d e n .   B e v o r z u g t   w i r d   dazu   e i n   A n t i k ö r p e r   v e r -  

/ e n d e t ,   der   b i v a l e n t   i s t   und  g e g e n   den  R e z e p t o r   g e r i c h t e t   i s t .   B e -  

s o n d e r s   b e v o r z u g t   wi rd   e i n   A n t i k ö r p e r   v e r w e n d e t ,   der   e i n e   m ö g l i c h s t  

lohe  A f f i n i t ä t   zum  R e z e p t o r   h a t ,   d a m i t   d i e   F i x i e r u n g   des   I m m u n - ,  

> r ä z i p i t a t s   auf   dem  T r ä g e r m a t e r i a l   m ö g l i c h s t   f e s t   i s t .  

q s   T r ä g e r m a t e r i a l   kommen  im  Rahmen  der   E r f i n d u n g   d i e   ü b l i c h e n  

^ e s t t r ä g e r   fü r   i m m u n r e a k t i v e   S u b s t a n z e n   in  B e t r a c h t .   Ein  d e r a r t i g e s  

C r ä g e r m a t e r i a l ,   w e l c h e s   h ä u f i g   auch   a l s   M a t r i x   b e z e i c h n e t   w i r d ,  

;ann  b e i s p i e l s w e i s e   aus  G l a s ,   K u n s t s t o f f ,   P a p i e r ,   p o r ö s e m   M e t a l l  

>der  d e r g l e i c h e n   b e s t e h e n ,   v o r a u s g e s e t z t ,   das   T r ä g e r m a t e r i a l   i s t  

i u s r e i c h e n d   von  z u s a m m e n h ä n g e n d e n   f l ü s s i g k e i t s d u r c h l ä s s i g e n   H o h l -  

räumen  d u r c h s e t z t .   G e e i g n e t   s i n d   auch   n a t ü r l i c h e ,   k ü n s t l i c h e ,   o r g a -  

n i s c h e   o d e r   a n o r g a n i s c h e   P o l y m e r e .   E b e n s o   kommen  f a s e r a r t i g e ,  

s c h w a m m a r t i g e   o d e r   g e s i n t e r t e   S u b s t a n z e n   in  B e t r a c h t .   Die  R e a g e n z -  

: r ä g e r   k ö n n e n   f l ä c h i g ,   p a r t i k u l ä r   o d e r   in  a n d e r e r   Form  e i n g e s e t z t  

w e r d e n .   B e s o n d e r s   b e v o r z u g t   w e r d e n   a l s   R e a g e n z t r ä g e r   f l ä c h i g e ,   p o -  

röse   T r ä g e r ,   wie  z.  B.  P a p i e r ,   S c h a u m s t o f f - F o l i e n ,   G l a s m a t t e n   o d e r  

d e r g l e i c h e n   e i n g e s e t z t .  
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Die  A n w e n d u n g   e i n e s   e r f i n d u n g s g e m ä ß   h e r g e s t e l l t e n  
i m m u n r e   a k t i v e n   T r ä g e r m a t e r i a l s   im  Rahmen  des   h e t e r o g e n e n  

E n z y m i m m u n o a s s a y s   k a n n   z.  B.  so  e r f o l g e n ,   daß  H a p t e n  
(H)  o d e r   P r o t e i n   (P)  ,  d a s   in   e i n e r   P r o b e   wie   P u f f e r l ö s u n g ,  

S e r u m ,   P l a s m a   ,  U r i n ,   K u l t u r ü b e r s t a n d ,   u.  a.  e n t h a l t e n  

i s t ,   m i t   e i n e m   m a r k i e r t e n   B i n d e r   (B)  v e r s e t z t   w i r d .   A l s  

B i n d e r   kommen  u.  a.   A n t i k ö r p e r ,   F a b ~ - F r a g m e n t   b z w .  

F a b - F r a g m e n t   s o w i e   L i g a n d e n   in  F r a g e ,   w e l c h e   s p e z i f i s c h  
m i t   dem  H a p t e n   o d e r   P r o t e i n   r e a g i e r e n .   A l s   M a r k i e r u n g  
d e s   B i n d e r s   k a n n   z.  B.  e i n   Enzym,   F l u o r e s z e n z   - L a b e l  

o d e r   R a d i o i s o t o p ,   v e r w e n d e t   w e r d e n ,   in  den  n a c h f o l g e n d e n  

B e i s p i e l e n   w u r d e   d i e   ß - G a l a c t o s i d a s e   g e w ä h l t .   Die  M e n g e  
d e s   z u g e g e b e n e n   B i n d e r s   k a n n   m o l m ä ß i g   s o w o h l   im  U b e r s c h u ß  

a l s   a u c h   im  U n t e r s c h u ß   zu  dem  in   d e r   P r o b e   v o r h a n d e n e n  

H a p t e n   o d e r   P r o t e i n   v o r l i e g e n .  

D i e s e   M i s c h u n g   w i r d   f ü r   e i n e   k o n s t a n t e   Z e i t   i n k u b i e r t ,  

w ä h r e n d   d e r   s i c h   d i e   K o m p l e x e   H-B  bzw.  P-B  b i l d e n .   N a c h  

A b l a u f   d i e s e r   Z e i t s p a n n e   l i e g e n   im  R e a k t i o n s g e m i s c h  

d r e i   S p e z i e s   v o r ,   n ä m l i c h   d e r   K o m p l e x ,   b e s t e h e n d   a u s  

H a p t e n   / P r o t e i n ,   und   B i n d e r   (H-Bf  P-B)  ,  r e s t l i c h e s  

f r e i e s   H a p t e n   / P r o t e i n   (H/P)  und  r e s t l i c h e r   f r e i e r  

B i n d e r   (B)  . 

Die   T r e n n u n g   d i e s e r   S p e z i e s   e r f o l g t   in  e i n e m   z w e i t e n  

S c h r i t t   m i t t e l s   Immuno  s o r p t i o n .   Dazu  w i r d   d a s   G e m i s c h  

a u f   d i e   e r f i n d u n g s g e m ä ß   h e r g e s t e l l t e   I m m u n p r ä z i p i t a -  

t i o n - F e s t p h a s e   a u f g e t r a g e n ,   d i e   das   n a c h z u w e i s e n d e  

H a p t e n   bzw.  den   A n t i k ö r p e r   g e g e n   das   zu  b e s t i m m e n d e  

P r o t e i n   g e b u n d e n   e n t h ä l t .  

-  Beim  H a p t e n - T e s t   b i n d e t   n u n m e h r   d e r   f r e i e   B i n d e r ,  

n i c h t   a b e r   d e r   m i t   H a p t e n   a b g e s ä t t i g t e   B i n d e r   an  d i e  

F e s t p h a s e .   F o l g l i c h   e n t h ä l t   d e r   U b e r s t a n d   bzw.   d a s  
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E l u a t   d e r   F e s t p h a s e   aen   m i t   aem  n a p t e n   u c a  

a b g e s ä t t i g t e n   B i n d e r .   Die  q u a n t i t a t i v e   B e s t i m m u n g   d e s  

H a p t e n s   e r f o l g t   n u n m e h r   ü b e r   d i e   M a r k i e r u n g   d e s   B i n -  

d e r s ,   in  den  v o r l i e g e n d e n   B e i s p i e l e n   ü b e r   d i e   B e s t i m -  

mung  d e r   ß - G a l a c t o s i d a s e   m i t t e l s   o - N i t r o p h e n y l - ß - D -  

g a l a c t o s i d   o d e r   C h l o r p h e n o l r o t - ß - D - g a l a c t o s i d .  

-  Beim  P r o t e i n - T e s t   b i n d e t   d e r   K o m p l e x   aus   P r o t e i n   u n d  

B i n d e r ,   n i c h t   j e d o c h   d e r   f r e i e   B i n d e r   an  d i e   F e s t -  

p h a s e ,   R e s t e   des   f r e i e n   B i n d e r s   w e r d e n   d u r c h   W a s c h e n  

vom  e r f i n d u n g s g e m ä ß   h e r g e s t e l l t e n   I m m u n o s o r b e n s   e n t -  

f e r n t .   Der  q u a n t i t a t i v e   N a c h w e i s   d e s   P r o t e i n s   e r f o l g t  

ü b e r   den  m a r k i e r t e n   B i n d e r  

ü b e r   d i e   B e s t i m m u n g   d e r   ß - G a l a c t o s i d a s e   m i t -  

t e l s   o - N i t r o p h e n y l - ß - D - g a l a c t o s i d   o d e r   C h l o r p h e n o l -  

r o t - ß - D - g a l a c t o s i d .  

E ine   a n d e r e   A n w e n d u n g   s i n d   k o m p e t i t i v e   I m m u n t e s t s .   D e r  

E i n s a t z   des   e r f i n d u n g s g e m ä ß   h e r g e s t e l l t e n   i m m u n r e a k t i v e n  

T r ä g e r m a t e r i a l s   k a n n   so  e r f o l g e n ,   daß  d e r   A n a l y t  

( H a p t e n   o d e r   P r o t e i n ) ,   d e r   in   d e r   P r o b e   e n t h a l t e n   i s t ,  

mi t   e i n e r   k o n s t a n t e n   Menge  an  m a r k i e r t e m   A n a l y t e n   v e r -  

s e t z t   w i r d .   Die  M a r k i e r u n g   k a n n   z.  B.  e i n   Enzym,   e i n  

F l u o r e s z e n z - L a b e l ,   R a d i o i s o t o p   und  a n d e r e s   s e i n .   D i e s e  

M i s c h u n g   w i r d   a u f   d i e   M a t r i x   g e g e b e n .   Auf  d e r   M a t r i x  

i s t   e i n   A n t i k ö r p e r   i m m o b i l i s i e r t ,   w e l c h e r   g e g e n   d e n  

A n a l y t e n   g e r i c h t e t   i s t .   Die  M i s c h u n g   w i r d   a u f   d e r  

M a t r i x   e i n e   b e s t i m m t e   Z e i t   i n k u b i e r t .   W ä h r e n d   d i e s e r  

Z e i t   k o n k u r r i e r e n   s o w o h l   u n v e r ä n d e r t e r   A n a l y t   a l s   a u c h  

m a r k i e r t e r   A n a l y t   um  d i e   B i n d u n g s   s t e l l e n   a u f   d e r  

M a t r i x .   Je  mehr   A n a l y t   in  d e r   P r o b e   v o r h a n d e n   i s t ,  

d e s t o   w e n i g e r   m a r k i e r t e r   A n a l y t   w i r d   von  d e r   M a t r i x  

g e b u n d e n   und  u m g e k e h r t .   Am  Ende  d e r   I n k u b a t i o n s p h a s e  

w i r d   d i e   F l ü s s i g k e i t   aus   d e r   p o r ö s e n   M a t r i x   e n t f e r n t ,  
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z.  B.  d u r c h   Z e n t r i f u g i e r e n .   B e s t i m m t   w i r d   d a n n   d i e  

Menge  des   m a r k i e r t e n   A n a l y t e n   e n t w e d e r   in  d e r   f r e i e n  

P h a s e   o d e r   d i e   Menge  des   an  d i e   M a t r i x   g e b u n d e n e n   m a r -  
k i e r t e n   A n a l y t e n .  

E i n e   w e i t e r e   A n w e n d u n g   d e r   e r f i n d u n g s g e m ä ß   h e r g e s t e l l -  
t e n   T r ä g e r m a t e r i a l i e n   kann   so  e r f o l g e n ,   daß  d e r   A n a l y t  

( H a p t e n   o d e r   P r o t e i n )   m i t   e i n e r   k o n s t a n t e n   Menge  a n  
m a r k i e r t e m   A n t i k ö r p e r ,   d e r   g e g e n   den  A n a l y t e n   g e r i c h t e t  

i s t ,   v e r s e t z t   w i r d .   M ö g l i c h e   A r t e n   d e r   M a r k i e r u n g   d e s  

A n t i k ö r p e r s   w u r d e n   w e i t e r   o b e n   b e s c h r i e b e n .   D i e s e  

M i s c h u n g   w i r d   e n t w e d e r   e i n e   b e s t i m m t e   Z e i t   i n k u b i e r t  

und  dann   a u f   d a s   p o r ö s e   T r ä g e r m a t e r i a l   g e g e b e n   o d e r  

a l t e r n a t i v   s o f o r t   n a c h   M i s c h u n g   a u f   das   p o r ö s e   T r ä g e r -  
m a t e r i a l   g e g e b e n .   Wenn  d e r   A n a l y t   e i n   H a p t e n   i s t ,  

e n t h ä l t   d a s   T r ä g e r m a t e r i a l   d a s   n a c h z u w e i s e n d e   H a p t e n  
o d e r   e i n   D e r i v a t   d a v o n   in   f i x i e r t e r   Fo rm,   f a l l s   d e r  

A n a l y t   e i n   P r o t e i n   i s t ,   e n t h ä l t   das   T r ä g e r m a t e r i a l   d a s  

n a c h z u w e i s e n d e   P r o t e i n   o d e r   e i n   D e r i v a t   d a v o n   e b e n f a l l s  

in   f i x i e r t e r   F o r m .   Wurde  d i e   e r s t e   M i s c h u n g   v o r   A u f -  

t r a g u n g   a u f   d a s   T r ä g e r m a t e r i a l   i n k u b i e r t ,   so  b i n d e t  

m a r k i e r t e r   A n t i k ö r p e r   m i t   n o c h   f r e i e n   B i n d u n g s s t e l l e n  

an  das   p o r ö s e   T r ä g e r m a t e r i a l .   Wurde  d i e   M i s c h u n g   s o f o r t  

a u f   das   T r ä g e r m a t e r i a l   g e g e b e n ,   so  k o n k u r r i e r e n   d e r  

A n a l y t   a u s   d e r   P r o b e   und  d e r   an  das   T r ä g e r m a t e r i a l  

f i x i e r t e   A n a l y t   um  d i e   B i n d u n g s s t e l l e n   d e s   m a r k i e r t e n  

A n t i k ö r p e r s .   Am  Ende  d e r   I n k u b a t i o n s p h a s e   w i r d   d i e  

F l ü s s i g k e i t   a u s   dem  p o r ö s e n   T r ä g e r m a t e r i a l   e n t f e r n t   u n d  

d i e   Menge  d e s   m a r k i e r t e n   A n t i k ö r p e r s   e n t w e d e r   in   d e r  

f l ü s s i g e n   P h a s e   o d e r   a u f   dem  p o r ö s e n   T r ä g e r m a t e r i a l  

b e s t i m m t .  

Die   f o l g e n d e n   B e i s p i e l e   e r l ä u t e r n   d i e   E r f i n d u n g   w e i t e r .  
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e w i n n u n g   der   für   den  T e s t   v e r w e n d e t e n   t i i n s a c z s t u t t e   uuu  ± c » u -  

ü h r u n g   ( v g l .   auch   P  34  46  6 3 6 ) :  

,)  H e r s t e l l u n g   von  P o l y h a p t e n e n   ( P H ) :  

Die  H e r s t e l l u n g   von  PH  i s t   S t a n d   de r   T e c h n i k .   So  k a n n  

z.  B.  e i n   D i g o x i n -   o d e r   D i p h e n y l - H y d a n t o i n - P H   ü b e r   r e a k -  

t i v e   u n s y m m e t r i s c h e   D i c a r b o n s ä u r e e s t e r / a k t i v i e r t e   H a p t e n -  

e s t e r   und  d e r e n   B i n d u n g   an  e i n   T r ä g e r p r o t e i n   g e w o n n e n  

w e r d e n   . 

Die  A u s w a h l   der   T r ä g e r p r o t e i n e   u n t e r l i e g t   k e i n e n   E i n -  

s c h r ä n k u n g e n ,   s o f e r n   nur   e i n   e n t s p r e c h e n d e r   " f ä l l e n d e r "  

A n t i k ö r p e r   zur   V e r g ü g u n g   s t e h t   bzw.  h e r g e s t e l l t   w e r d e n  

kann   . 

Die  H e r s t e l l u n g   von  T h e o p h y l l i n - P H   kann  b e i s p i e l s w e i s e  

ü b e r   T h e o p h y l l i n - 7 - B u t t e r s ä u r e   ( H e r s t e l l u n g   n a c h   EPS 

00  13  910)  o d e r   übe r   T h e o p h y l l i n - 7 - P r o p i o n s ä u r e   und  d e s -  

sen   K o p p l u n g   an  RSA  o d e r   a n d e r e   P r o t e i n e   e r f o l g e n .  

( N i s h i k a w a ,   C l i n .   Chim.   A c t a   91,  1 9 7 9 ,   5 9 - 6 5 ,   E r l e n g e r ,  

J.   B i o l .   ehem.  228 ,   1 9 7 5 ,   7 1 3 - 7 2 7 )  

B)  H e r s t e l l u n g   des  B i n d e r s   ( B e i s p i e l   T n e o p n y m n ;  

Die  H e r s t e l l u n g   des   I m m u n o g e n s   s o w i e   des   A n t i s e r u m s   k a n n  

z.  B.  e r f o l g e n   n a c h   JA-OS  5 7 - 0 9 9 5 9 8 ,   DE-OS  28  05  9 6 1 ,  

EP  00  13  910,   EP  OO  98  179,   EP  0077  896 ,   Res .   C o m m u n .  

Chem.  P a t h o l .   P h a r m a c o l .   13,  1 9 7 6 ,   4 9 7 - 5 0 5   o d e r  

C l i n .   Chim.   A c t a   91,  1 9 7 9 ,   59  -  6 5 .  

S o w e i t   e i n e   i m m u n s o r p t i v e   A u f r e i n i g u n g   von  A n t i g e n   und  A n t i -  

k ö r p e r   e r f o l g t e ,   w u r d e   a l s   T r ä g e r   das   "Af  f  i n i t ä t s a d s o r b e n s   , 

G l u t a r d i a l d e h y d   a k t i v i e r t "   von  B o e h r i n g e r   M a n n h e i m  

( B e s t .   Nr.   6 6 5 5 2 5 )   v e r w e n d e t .   Für  d i e   u n t e n   b e s c h r i e b e n e n  

B e i s p i e l e   w u r d e   nach   V o r s c h r i f t   des   H e r s t e l l e r s   f ü r   d i e   A n t i g e n -  
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A u f r e i n i g u n g   e i n   S c h a f   - A n t i k ö r p e r   g e g e n   K a n i n c h e n - I g G   b z w .  
e i n   s p e z .   A n t i k ö r p e r   g e g e n   das   H a p t e n   und  f ü r   d i e   A n t i k ö r p e r -  
Auf  r e i n i g u n g   K a n i n c h e n   IgG  an  den  T r ä g e r   g e b u n d e n .   Die  D u r c h -  
f ü h r u n g   der   I m m u n s o r p t i o n   e r f o l g t e ,   wie  in  de r   A r b e i t s a n l e i -  
t u n g   zum  Af  f  i n i t ä t s a d s o r b e n s   b e s c h r i e b e n .  

A n t i s e r u m ,   g e r i c h t e t   g e g e n   T h e o p h y l l i n ,   wurde   ü b e r   A m m o n i u m -  
s u l f a t - F ä l l u n g   und  P a s s a g e   ü b e r   D E A E - C e l l u l o s e   zur   I g G - F r a k -  
t i o n   auf   g e r e i n i g t .   Die  P a p a i n - S p a l t u n g   wurde   nach   R . R .  
P o r t e r ,   B i o c h e m .   J .   73,  1 1 9 - 1 2 6   ( 1 9 5 9 )   d u r c h g e f ü h r t .  

Die  F a b - F r a g m e n t e   w u r d e n   von  den   n i c h t   v e r d a u t e n  

I g G - M o l e k ü l e n   und  den  F c - F r a g m e n t e n   m i t t e l s   G e l -  

f i l t r a t i o n   Ube r   S e p h a d e x   G  100  und  I o n e n a u s t a u s c h -  

c h r o m a t o g r a p h i e   ü b e r   D E A E - C e l l u l o s e   n a c h   L i t e r a t u r -  

v o r s c h r i f t   (K.  M a l i n o w s k i   und  H.  M a n s k i   in   " M e t h o d s  

in  E n z y m o l o g y " ;   J . J .   L a n g o n e   und  H.  van   V u n a k i s  

eds   .  ,  A c a d e m i c   P r e s s ,   V o l .   73  ( 1 9 8 1 )   pp .   4 1 8 - 4 5 9 )  

a b g e t r e n n t .   Die   r e s u l t i e r e n d e   F a b - F r a k t i o n   w u r d e  

c h r o m a t o g r a p h i s c h   g e r e i n i g t   und  an  ß - G a l a c t o s i d a s e  

nach   d e r   V o r s c h r i f t   von  T.  K i t i w a g a   in   " E n z y m e  

I m m u n o a s s a y ;   I s h i k a w a ,   T.  K a w a i ,   K.  M i y a i ,   e d s .  

I g a k u   S h o i n ,   T o k y o / N e w   York   ( 1 9 8 1 )   pp .   8 1 - 8 9 ,  

g e k o p p e l t .  

C)  H e r s t e l l u n g   d e r   S c h a f a n t i k ö r p e r   g e g e n   K a n i n c h e n -  

bzw.  M a u s - I g G / F c ^  

K a n i n c h e n - S c h l a c h t   s e r u m   bzw.   M ä u s e s e r u m   w u r d e  

e i n e r   A m m o n s u l f a t - F ä l l u n g   u n t e r z o g e n .   Nach  P a s s a g e  

ü b e r   D E A E - C e l l u l o s e   und  P a p a i n - S p a l t u n g ,   G e l -   u n d  

I o n e n a u s   t a u s c h c h r o m a t o g r a p h i e   ( s i e h e   B)  )  e r h ä l t  

man  d i e   F c - F r a g m e n t e   d e s   K a n i n c h e n -   bzw.   M a u s - I g G ' s  

a l s   I m m u n o g e n e .  

Die  A u f a r b e i t u n g   d e r   S c h a f - A n t i s e r e n   e r f o l g t   w i e  

u n t e r   B)  b e s c h r i e b e n .  



1 )  Z 4 y   ö / /  

r e s t f ü h r u n g   ( B e i s p i e l   T h e o p n y i i m   )  : 

r h e o p h y l l i n - S t a n d a r d s   in  e i n e m   R i n d e r s e r u m a l b u m i n - h a l t i -  

gen  P u f f e r   w u r d e n   1  :  100  mi t   0 , 9   %  N a C l - L ö s u n g  

/ e r d ü n n t .   Zu  200  ul  v e r d ü n n t e m   S t a n d a r d   wurde   200  ul  B i n -  

der  ( 1 , 6   U / m l ,   b e s t i m m t   mi t   o r t h o - n i t r o p h e n y l - ß - D - g a l a c -  

: o s i d ) ,   h e r g e s t e l l t   wie  u n t e r   B)  b e s c h r i e b e n ,   in  PBS  pH 

7,8  ( P h o s p h a t e   b u f f e r e d   s a l i n e )   be i   37°C  i n k u b i e r t .  

2 
Danach  w e r d e n   50  gl  des  G e m i s c h e s   auf   1  cm  des   f l ä c h i -  

gen  i m m u n r e a k t i v e n   T r ä g e r m a t e r i a l s   g e g e b e n .   Man  i n k u -  

D i e r t   w e i t e r e   5  M i n u t e n   be i   37°C  und  z e n t r   i f   u g i e r   t  1  M i -  

nute   mit   e i n e r   E i p p e n d o r f   - Z e n t r i f u g e   . 

Die  E n z y m a k t i v i t ä t   der   T h e o p h y l l i n - B i n d e r - K o m p l e x e   i n  

3er  f r e i e n   P h a s e   kann  n u n m e h r   k i n e t i s c h   d u r c h   Z u s a t z   v o n  

3 r t h o - n i t r o - p h e n y l - ß - D - G a l a c t o s i d   be i   410  nm  g e m e s s e n  

v e r d e n   . 
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H e r s t e l l u n g   von  T h e o p h y l l i n - I m m u n p r ä z i p i t a t - V l i e s e n .  

Als   A n t i g e n   w u r d e   v e r w e n d e t :   P o l y h a p t e n   (PH) ,   b e s t e h e n d   a u s  

K a n i n c h e n - I g G   und  d a r a n   g e b u n d e n e m   T h e o p h y l l i n   ( M o l v e r h ä l t n i s  

IgG:  T h e o p h y l l i n   =  1 : 3 ) .   Das  A n t i g e n   wurde   m i t t e l s   I o n e n a u s -  

t a u s c h c h r o m a t o g r a p h i e   auf   g e r e i n i g t   . 

Als   f ä l l e n d e r   A n t i k ö r p e r   (FAK)  wurde   v e r w e n d e t :   p o l y k l o n a l e r  

A n t i k ö r p e r ,   g e r i c h t e t   g e g e n   den  F c - T e i l   des   K a n i n c h e n - I g G   *  s  . 
Der  A n t i k ö r p e r   w u r d e   i m m u n s o r p t i v   ü b e r   e i n e   K a n i n c h e n - I g G - S ä u -  

le   a u f g e r e i n i g t .  

Als   p o r ö s e s   T r ä g e r m a t e r i a l   ( V l i e s )   wurde   v e r w e n d e t :   M i s c h v l i e s  

aus   Z e l l w o l l e   und  P o l y e s t e r   ( F i r m a   K a l f f ,   E u s k i r c h e n ,  

D e u t s c h l a n d ) ,   o d e r   aus   L i n t e r s ,   Z e l l w o l l e ,   P o l y a m i d ,   ( F i r m a  

B i n z e r ,   H a t z f e l d ,   E d e r ,   D e u t s c h l a n d ) .  

A n t i g e n   (c  =  1 ,5   m g / m l )   und  A n t i k ö r p e r   (c  =  3  mg/ml  V e r h ä l t n i s  

1  :  2  bzw.  5 , 2 5   mg/ml   V e r h ä l t n i s   1  :  3 ,5   H e i d e l b e r g e r   M a x i -  

mum)  w e r d e n   g e t r e n n t   in  50  mM/1  E s s i g s ä u r e   a u f g e n o m m e n .  

Dann  l ä ß t   man  e i n e   S t u n d e   be i   R a u m t e m p e r a t u r   s t e h e n .   Die  L ö -  

s u n g e n   w e r d e n   im  V e r h ä l t n i s   1 :1   g e m i s c h t .   In  e i n e m   n a c h f o l g e n -  

den  S c h r i t t   w i r d   d i e   L ö s u n g   mi t   4  T e i l e n   50  mM/1  E s s i g s ä u r e  

+  100  mM/1  N a t r i u m c h l o r i d   v e r d ü n n t .   Die  L ö s u n g   w i r d   n o c h m a l s  

30  M i n u t e n   b e i   R a u m t e m p e r a t u r   s t e h e n g e l a s s e n .   A n s c h l i e ß e n d  

w i r d   das  V l i e s   d u r c h   d i e   T r ä n k l ö s u n g   g e z o g e n   und  30  M i n u t e n  

b e i   30°C  im  ü m l u f   t t r o c k e n s c h r a n k   g e t r o c k n e t .  

Die  e r r e i c h t e   L i n e a r i s i e r u n g   de r   E i c h k u r v e   i s t   in  F i g u r   1  d a r -  

g e s t e l l t .   V e r g l i c h e n   mi t   den  K o n z e n t r a t i o n s v e r h ä l t n i s s e n   am 

H e i d e l b e r g e r   Maximum,  wurde   mi t   e i n e m   V e r h ä l t n i s   de r   R e a k -  

t i o n s p a r t n e r   von  1 :2   d i e   P r ä z i s i o n   de r   M e s s u n g   e i n e s   T h e o -  

p h y l l i n - S t a n d a r d s   von  10  Mg/ml  von  6  %  V a r i a t i o n s k o e f f i z i e n t  

au f   ca .   3  %  V a r i a t i o n s k o e f f i z i e n t   v e r b e s s e r t .  
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Aufnahme  e i n e r   H e i d e l b e r g e r k u r v e   fü r   T h e o p h y l l i n  

In  e i n e r   K ü v e t t e   w i r d   j e w e i l s   e i n   k o n s t a n t e s   V o l u m e n   e i n e r  

g e k a n n t e n   K o n z e n t r a t i o n   an  f ä l l e n d e m   AK  v o r g e l e g t   ( 4 , 1   m g / m l )  

and  mit   s t e i g e n d e n   V o l u m i n a   e i n e r   A n t i g e n l ö s u n g   ( P H - L ö s u n g )  

g e k a n n t e r   K o n z e n t r a t i o n   ( 2 , 6   m g / m l )   v e r s e t z t .   Es  w i r d   d i e   K i -  

n e t i k   der   T r ü b u n g s z u n a h m e   im  P h o t o m e t e r   b e i A   =  340  nm  b e o b a c h -  

t e t .   Das  H e i d e l b e r g e r   Maximum  e n t s p r i c h t   dem  K o n z e n t r a t i o n s -  

/ e r h ä l t n i s   mi t   der   s c h n e l l s t e n   T r ü b u n g s ä n d e r u n g .   Aus  F i g .   2 

= r g e b e n   s i c h   das   H e i d e l b e r g e r   Maximum  be i   e i n e m   V e r h ä l t n i s  

/on  : 

2  (FAK)  X  V  (FAK) 1 , 1  400  L 
mg  FAK/mg  PH 

z  (PH)  x  v  ( P H )  2 , 6  L75 3 , 6  
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H e r s t e l l u n g   von  D i p h e n y l h y d a n t o i n   ( D P H ) - I m m u n p r ä z i p i t a t -  

V l i e s e n   . 

Die  H e r s t e l l u n g   von  D i p h e n y l h y d a n t o i n - I m m u n p r ä z i p i t a t - V l i e s e n  

e r f o l g t   a n a l o g   B e i s p i e l   1.  Die  e r r e i c h t e   L i n e a r i s i e r u n g   d e r  

E i c h k u r v e   i s t   in  F i g .   3  d a r g e s t e l l t .  
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P a t e n t a n s p r ü c h e  

V e r f a h r e n   zur   H e r s t e l l u n g   e i n e s   i m m u n r e a k t i v e n  

p o r ö s e n   T r ä g e r m a t e r i a l s   fü r   d i e   h e t e r o g e n e   i m m u n o l o -  

g i s c h e   A n a l y s e   d u r c h   A u f b r i n g e n   von  je  e i n e r   L ö s u n g  

e i n e s   R e z e p t o r s   und  e i n e s   d i e s e n   i m m u n o l o g i s c h  

p r ä z i p i t i e r e n d e n   P a r t n e r s   auf   e i n   T r ä g e r m a t e r i a l ,  

I n k u b a t i o n   .  des   mit   den  L ö s u n g e n   g e t r ä n k t e n   T r ä g e r m a t e -  

r i a l s   zur   I m m u n p r ä z i p i t a t i o n ,   g g f .   w a s c h e n   u n d  

a n s c h l i e ß e n d   t r o c k n e n   des   i m p r ä g n i e r t e n   T r ä g e r -  

m a t e r i a l s ,   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  man  d i e  

K o n z e n t r a t i o n e n   des  R e z e p t o r s   und  des   P a r t n e r s  

so  w ä h l t ,   daß  be i   der   I m p r ä g n i e r u n g   i h r   m o l a r e s  

V e r h ä l t n i s   g r ö ß e r   a l s   das   d u r c h   das   H e i d e l b e r g e r  

Maximum  d e f i n i e r t e   V e r h ä l t n i s   i s t .  

V e r f a h r e n   nach   A n s p r u c h   1,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  R e z e p t o r   und  P a r t n e r   im  m o l a r e n   V e r h ä l t n i s  

g r ö ß e r   o d e r   g l e i c h   1  :  3  v e r w e n d e t   w e r d e n .  

V e r f a h r e n   nach   A n s p r u c h   1 - 2 ,   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  R e z e p t o r   und  P a r t n e r   im  m o l a r e n   V e r h ä l t n i s  

1  :  2 ,5   b i s   1  :  1  v e r w e n d e t   w e r d e n .  

V e r f a h r e n   nach   A n s p r u c h   1 - 3 ,   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  man  je  e i n e   Lösung   des   R e z e p t o r s   und  des   P a r t n e r s  

v e r w e n d e t ,   wobe i   m i n d e s t e n s   e i n e   de r   L ö s u n g e n   e i n e n  

H e m m s t o f f   f ü r   d i e   I m m u n p r ä z i p i t a t i o n   e n t h ä l t ,   das   T r ä -  

g e r m a t e r i a l   mi t   d i e s e n   L ö s u n g e n   i m p r ä g n i e r t   und  d a n n  

d i e   I m m u n p r ä z i p i t a t i o n   d u r c h   E n t f e r n e n   des   H e m m s t o f f s  

o d e r   A u f h e b u n g   der   H e m m w i r k u n g   a u s l ö s t .  

V e r f a h r e n   nach   A n s p r u c h   1 - 4 ,   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  a l s   R e z e p t o r   e i n   P r o t e i n   und  a l s   P a r t n e r   e i n  

g e g e n   d i e s e s   P r o t e i n   g e r i c h t e t e r   A n t i k ö r p e r   o d e r  

e i n   F r a g m e n t   d a v o n   v e r w e n d e t   w i r d .  
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6.  V e r f a h r e n   nach   A n s p r u c h   5,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t   , 

daß  man  a l s   R e z e p t o r   e i n   P r o t e i n   v e r w e n d e t ,   a n  

das   m i n d e s t e n s   e i n   H a p t e n   o d e r   A n t i g e n   g e k o p p e l t  

i s t   . 

7.  V e r f a h r e n   nach   A n s p r u c h   6,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  man  a l s   P r o t e i n   e i n e n   A n t i k ö r p e r   o d e r   e i n   F r a g m e n t  

d a v o n   v e r w e n d e t ,   an  den  m i n d e s t e n s   e i n   H a p t e n   o d e r  

A n t i g e n m o l e k ü l   g e k o p p e l t   i s t .  

8.  T r ä g e r m a t e r i a l   fü r   d i e   h e t e r o g e n e   i m m u n o l o g i s c h e  

A n a l y s e ,   d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   daß  es  e i n e n   R e z e p -  

t o r   und  e i n e n   i m m u n o l o g i s c h   p r ä z i p i t i e r e n d e n   P a r t n e r  

in  e i n e m   m o l a r e n   V e r h ä l t n i s ,   w e l c h e s   g r ö ß e r   a l s  

das   d u r c h   das   H e i d e l b e r g e r   Maximum  d e f i n i e r t e   V e r h ä l t -  

n i s   i s t ,   e n t h ä l t .  

9.  T r ä g e r m a t e r i a l   nach   A n s p r u c h   8,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  das   V e r h ä l t n i s   R e z e p t o r   zu  P a r t n e r   g r ö ß e r  

o d e r   g l e i c h   1  :  3  i s t .  

10.  V e r f a h r e n   naGh  A n s p r u c h   9,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,  

daß  das   m o l a r e   V e r h ä l t n i s   R e z e p t o r   zu  P a r t n e r   z w i s c h e n  

1  :  2 ,5   und  1  :  1  b e t r ä g t .  

11.  V e r w e n d u n g   e i n e s   T r ä g e r m a t e r i a l s   gemäß  den  A n s p r ü c h e n  

8  b i s   10  zur   h e t e r o g e n e n   i m m u n o l o g i s c h e n   A n a l y s e .  
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